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(54) Verfahren zur Massehkultivjerung von Ciliaten 

(57) Die Erfindurig betrifft ein Verfahren zur Kultivie- j ; " :> i % - 
rung von Ciliaten in sogenahnten Spinnerflaschen. - -v;* J 
;Diese' ursprungiich far die Kultivierung von tierischen • 
Zellen entwickelte Methode laBt sich enplgreich auch '. 
bei Ciliaten anwenden ... f ; -„ 
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Beschreibung 

Die Erf indung betrlfft ein Verfahren zur Kultivierung 
von Ciliaten in Spinnerflaschen. 

CHiaten, stellen eine vielversprechende Quelle fur 
biogene Wertstoffe, wie etwa Enzyme (I. Munro, 1985, 
Process Biochem., 20, 139), ungesattigte Fettsauren (Y. 
Gosselin et al., 1989, Biotechnol. Lett., 11, 423) und 
"single cell protein" (A. Ayerbe, 1980, Enzyme Microb. 
Technol., 2; 54), dar. 

Ein Grund dafur, daB Ciliaten trotz ihres Potentials 
bis heute als Produzenten nicht industriell genutzt wer- 
den, liegt in der hSufig schlechten Zuchtbarkelt dieser 
Organismen. Zu den zentralen Problemen bei der Fer- 
mentation von Ciliaten zahlen der Mangel an geeigne- 
ten, preiswerten Kulturmedien und die haufig hohe 
Sensitivitat gegenuber Scherkratten (Y Gosselin et a!., 
1989, Biotechnol. Lett., 11, 423; M. Midler & R.Ki Finn, 
1966, Biotechnol. Bioeng., 8; 71). Wahrend einige Cilia- 
ten wie z^B. Tetrahymena und Paramecium erfolgreich 
in Fermentern kultiviert werden kdnnen (T. Kiy & A. 
Tiedtke, 1992, Appl. Microbiol. Biotechnol., 38, 141; U. 
VSchfinefeld et al., J. Protozool., 33, 222), existiert fur die 
Mehrzahl der Ciliaten bislang keine Methode zur Mas- 
senkultivierung. Aber seibst die o.g. Gattungen lassen 
sicH nicht unbeschaderin herkemmlichen permeritern 
kuitivieren. Dies laBt sich u.a. daran erkennen, daB der 
Grad der Schadigung von Tetrahymena-Zellen als MaB 
fur die Scherkrafte in Ruhrfermentern herangezogen 
wurde (M. Midler & R.K. Rnn, 1966, Biotechnol, Bio- 
•eng., 8, 71). Viele Ciliaten wurden bisher nur im sehr 
kleinen MaBstab," bei sehr geringen Zelldichten ver- 
mehrt. So ist die gangige Methode zur Zucht colpodider 
, Bodenciliaten immer noch die "flooded petri dish"- 
Methode, wobei wenige ml Kultur in Petrischalen inku- 
biert werden (W Foissner, 1993, Protozbenfauna Vol. 
4/1 : Colpodia (Cilipohora), Gustav Fischer Verl.). 
;. VVunschenswert waire eine Methode zur Kultivie- 
rung von Ciliaten in Massenkulturen. Solch ein System 
ist als Voraussetzung zur Beurteilung bzw. Nutzung die- 
ser Organismen als Quelle biogener Wertstoffe zu 
sehen. . 

Die in herkdmmlichen Fermentern auftretenden 
Scherkrafte werden von vielen Ciliaten nicht toleriert. 
. Ein System, das relativ igeringe Scherkrafte erzeugt, 
abe'r denhoch ausreichende Durchmischung der Kultur 
gewahrleistet, ist die sogenannte . Spinnerf lasche (Fig. 
1). Kerinzeichnend fur dieses System ist der Ruhrer mit 
Magnetkern, angetrieben durch einen unter dem Kultur- 
gefaB befindlichen Magnetruhrer. Der Ruhrer bewirkt 
eine schonende und scherstreBarme Durchmischung. 

Obwohl diese Kultivierungsmethode bereits vorvie- 
len : Jahren zur Kultivierung von tierischen Zellkulturen 
(z.B. Hybridomazellen) entwickelt wurde (T. Lidl & J. 
Bauer, 1987, Zell- und Gewebekultur, Gustav- Fischer 
Verl.), ist es unterblieben, diese Kultivierungsmethode 
auf freilebende Ciliaten zu ubertragen. Lediglich ent- 
fernt verwandte Eukaryoten wie Euglena aus der 
Gruppe der Euglenbphyceen, Chlamydomonas aus der 



Gruppe der Chlorophyceen (Vogels et al., 1978, J. Phy- 
col., 14, 403) und Entamoeba histolytica aus der 
Gruppe der Amoebida (Said-Fernandez, et al., 1992, 
Arch. Med. Res., 23, 57) wurden bereits in Spinnerfla- 

5 schen kultiviert. 

Uberraschenderweise stellte sich heraus, daB sich 
diese Art der Zellkultivierung auf Ciliaten Obertragen 
laBt. : 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfah- 

10 ren zur Kultivierung von Ciliaten unter Ruhren des Kul- 
turmediums, das sich dadurch auszeichnet, daB als 
ZuchtgtefaB eine Kulturf lasche, welche uber einen mit 
einem Magnetkern versehenen Ruhrer verfugt, der im 
Kbpfteil der Kulturflasche so aufgehangt ist, daB das 

15 Ruhrwerk den Raschenboderi nicht beruhrt, wobei der 
Ruhrer mittels eines Magnetfeldes angetrieben wird, 
vorzugsweise eine sogenannte Spinnerflasche, verwen- 
det wird. 

' Alle bisher getesteten , Ciliaten spezies konnten 

20 erfolgreich in solchen Spinnerflaschen gezuchtet wer- 
den. Insbesondere Vertreter der Colpodea (z.B. Col- 
poda, Platyophrya), der Holotrichia (z.B. Tetrahymena, 
V ^ Paramecium, Colpidium), der Peritrichia (z.B. Vorticella) 
; >:und der Spirotrichia (z.B. Blepharisma, Stentor, Euplo- 
. 25 tes, Stylonichia), lassen sich hervorragend in Spinner- 
; flascheh fermentieren. (Systematik nach K. Hausmann, 
0 - v1985, Protozoologie, Georg Thieme Verl.). > V 

Die'Zuchttemperatur liegt dabei zwischen 13 und 
;35°C, vprzugsweise aber zwischen 20 und 30°C. 
30 Die Ciliaten lassen sich in axenischen Medien 
(Tetrahymena z.B. auf PPYS-Medium bzw. Magermilch- 
medium), in monoxenischen Medien (Blepharisma z.B. 
mit Bacillus subtilis oder Pseudomonas f luorescens als 
Futterbakterium) oder in polyxenischen Medien zuch- 
35 ten.' "■' ■ ; • 

' Die Kultivierung kann als Batch -Fermentation, Fed- 
Batch-Fermentation (regelmaBiges Zufuttern eines 
^ Substrat) oder Fermentation mit zyWischem Medium- 
' . austausch durchgefuhrt werden. 
40 Neben den Spinnerflaschen (Fig. 1) eignen sich 
auch Superspinnerflaschen (Fig. 2), die durch einen 
Membranbegasungsruhrer zur blasenfreien Begasung 
des Mediums gekennzeichnet sind, zur Kultivierung von 
. ' Ciliaten, Superspinnerflaschen werden bisher zur Pro- 
45 duktion mohoklonaler Antikbrper aus Hybridomazellen 
.eingesetzt. . r 

; Der Rtihrmodus kann sowohl als Ruhrmischtechnik 
als auch als Pendelmischtechnik mit Drehrichtungs- 
wechsel ausgelegt sein. Die Ruhrergeschwindigkeit 
so liegt zwischen 1 und 70 upm, bevorzugt im Bereich 10 - 
40 upm (upm = Umdrehungen pro Minute). 

Beispiele: 

(Samtliche Spezies sind entweder uber die American 
55 ' Culture Collection, Rockville, Maryland, USA oder die 
Culture Collection of Algae and protozoa, Ambleside, 
Cumbria, United Kingdom zuganglich). 

i. Blepharisma americanum wurde in einem 2-I- 
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TECNOMARA® CellspingefaB in 1 I Standardme- • 7. Colpidium campylum wurde . in einem 1-1- 

dium (9 Teile Eau Volvic, 1 Teil Salatmedium, einige v , TECNOMARA® CellspingefaB in 500 ml Mager- 

autoWavierte Vyeizenkorner) bei 25°C inkubiert. Die , milchmedium (2 % Magermilchpulver, 0,5 % Hefe- 

Ruhrgeschwindigkeit betrug 30 upm. Nach 14 * .. . extrakt, 0,1 % Glucose, 0,003 % Sequestrene) bei 

Tagen hatten die Zellen eine Dichte von 3.600 Zel- 5 : 25°C kultiviert Die Durchmischung erfolgte Ober 

leiVml .erreicht (Fig. 3). Durch wiederholtes'Zufut- Pendelmischtechnik mit Drehrichtungswechsel (3o' 

* tern (1 xpro Woche)einerBakteriensuspension(10 ; rpm). Nach 72 h hatten die Zellen eine Zelldichte 

- ml/500 ml; Stamm 12658 aus American Type Cul-/ " von 1,2 x10 6 . Zellen/ml erreicht. Die Animpfdichte' 
t'ure Collection) wurden Zel Idichten yon 50.000 Zel- betrug 2,2 x 10 4 Zelien/mi. 

len/ml erreicht. • , . ' io : ' . C • 

' .Patentanspruche 

• 2. Colpoda cucullus wurde in einem 1-l-TECNO- .. 

MARA® CellspingefaB in 500 ml Standardmedium ' 1. Verfahren zur Kultivierung vori Ciliaten unter Ruh- 

(9 Tejle Eau Volvic, 1 Teil Salatmedium, einige auto- ' . / \;. ren des Kulturmediums, dadurch gekennzeichnet, 
: :/. klavierte Weizenkfimer) bei 25°C inkubiert. ZusStz- 75 daB als Zuchtgef&B eine Kulturflasche verwendet. 
y\liqh wurden 10 ml eirier r i autoWavierten - wird, welche Ober einen mit einem Magnetkemyer-^ 

Bakteriensuspension (Stamm 12658 aus American s . / \sehenen Ruhrer verfugt, der im Kbpfteil der Kultur-*' 
^Type; Culture Collection) zugefuttert. Die RQhrge- > flasche so aufgehSngt ist, daB das Ruhrwerk den 

schwindigkeit betrug 30 upm, die Animpfdichte 100 ^ * \; Raschenboden nicht berdhrt, . wobei der Ruhrer 
>• Zellen/ml. Zelidichteh von 10.000 Zellen/ml wurden \ :r '20 ; . ; mittels eines Magnetfeldes angetrieben wird . I 
, nach 280 h ermittelt ^ . 

y" lv •'■t* 1 " .T .. ' : ; : ' . £. 2. ^ Ver^ 

;> ^ Colpoda .steinii wurde in einem 1-l-TECNO-; • / • : :j£net, daB der Ruhrer als MembranbegasungsrQhrer - 
: ; jvlARA® CellspirigefaB in 500 ml S/W-Medium : , j ; ■: ^ ausgesitaitet ist. > ; A -^.".V 

i(CCAP-Katalog, 1988, titus Wilson & Son Ltd. . Ken- 25 \ " l ... : \': V . ; 

.'^aO ^ei : 25^C ipkubiert.; Die ROhrgeschwindigkeit;^ nach einem der Ahsprbd^^l ; cider 2, '? 

^.;befrug 30 .^pm, die Animpfdichte 50.000 daB dife Kuitivieryng als ^ 

^e'WichtenjVc^ \wurderi nach - 48^ : ^ wird. ^f - : V }M 

Stunden ermittelt 5 \ ; \ , ' v" r • ' ^_ ^ ' 3/ 

' . V 30 ' 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2 

.< Platyophrya rraCTbstbma wurde jn r einem 2^1- ^adurch gekennzeichnet, daB die Kultivierung unter ■ : 
"TECNOMARA^ CellspingefaB in.. 700 ml Medium"^ ^ ^ zyWischem Mediumaustausch durchgefQhrt wird. j ; 

.(9 Teile Eaii Volvic, 1 Teil Salatmedium) unter 7 ^ ../ • r V ' 

Zusatz von 10 ml autoidavierter 10 %iger Hefesus-^ > / 5. . Verfahren nach einem der Anspruche 1 Ibis 4 0 
^pension bei 25°C inkubiert die Ruhrgeschwindig-' 3s ;l ; dadurch gekennzeichnet daB die Ruhrgeschwin- 
J^keit betrug 30 Liprn. Die Zellen erreichten nach. 150. -"^^^digkeit 1 - 70 upm betragt : v " : -;V-* \. : r ^X 

h eine Konzentration von 70 000 Zellen/ml. Die } . : - ■ - 

^^^pfdichte 6efrug 10^Zellen/mi, ",\ *. . ^'^.^-y^hr^n nach Anspruch 5, dadurch gekenhzeich- : - 
: ; ;" V „ . :V .; I : net; daB die Ruhrgeschwindigkeit 10 - 40 upm ^ 

/j5^Tefrahy;meha .thermophila 'wurde .in "einem 1-1- ' 46 (fbetragt. " ' V /; i?; ; • •'" i 

. TECNOMARA® CellspingefaB in 500 ml Mage- : . ' : y ^ 

v.pf 1 ?^^^ einem" der Anspruche 1 bis 6, '> 

^^T?^. 0.1 ^^cpse,;p,003 % Sequestrene) bei ^r- \ \ r Vcladurch gekennzeichnet. daB der Ruhrmbdus als 
• ; 25°C -kultiviert. bie Durchmischung erfolgte .uber • 5 : ^.F^nde^^^^ ist i ; \ k\' ". mf :' m ' . ft: 

VPehdelmischtechnik mit Drehrichtungswechsel^ -*. ; .. " ■ . '■' ■ : 

lH p ^C N M h ?4 : h hatten die 2ellen eine Zelldichte' ; : ?',8- ' Verfahreri nach Anspriich 7, dadurch gekennzeich- - 
) von 2 x iO 6 Zellen/ml erreicht (Fig. 4). Die Animpf- V.' > net, daB der Ruhrmodus als Pendelmischtechnik 
..dichte betrug 3 x lO^Zellen/ml. . . • : : ; >.mh Drehrichtungswechsel ausgelegt ist. ; . 

;6. f^trahymena seidsa wurde in einem 1-l-TECNO- so • 9.- Verfahren nach einem der Anspriich e 1 bis 8, 
MARA® CellspingefaB in 500 ml Magermilchme- . .. C: ^v^durch * 'gekennzeitchnet, ;'daB die Ciliaten der 
; diurn (2 % Pharmamedia, 0,5 % Hefeextrakt,.0,1 % \-'-v;'/; V' ^Qruppe' der Colpbdia angehGren. 
' Glucose, 0,003 % Sequestrene) bei 25°C kultiviert :>.X^. f?/\= : C - S r j ^ ^ J 

J Die . Durchmischung erfolgte, Qber Pendeim^^ Anspruche 1 bis 8, 

technik mit ^ Drehrichtungswechsel (30* upm) ! Nach ; 55 . ;V^dadurch gekennzeichnet, daB die : Ciliaten'. der i - 

- 24 h hatten die Zellen eine Zelldichte von 3 x 10 6 ; .y '\ 7 :";,,: Gruppe der Holotrichia angehSren. . 
'Zeilen/mlerreicht Die Animpfdichte betrug 3 x 10 4 : /- ;^'*". ; -' : '-'. - .- . " 
2el! ? n/rn !*. Vy \ / " * * -T . 11- Verfahren .nach; einem der Anspruche 1 bis 8, 

^V\\v^;V>/ • Vv ;V v';':; ' • ""' / : j" : V : dadurch "gekennzeichnet, daB die Ciliaten. der '\ 
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Gruppe der Peritrichia angehOren. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
/dadurch gekennzeichnet, daB die Ciliaten der , 
Gruppe der Spirotrichia angehGren. ■, & 
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71 Zur Kultivierung von Ciliaten geeignete Spinnerflaschen. 




RUHRFLUGEL 
MAGNET # 



a) 





•Herkommliche ' Spinnerflaische- 
fiir Microcarrierkulturen : 



Neuentwickelte Kuiturflasche fur . r> 
Microcarrierkulturen.. Die Anordnung 
Cdes kugelformigen Magneten in der 
kreisfdrmigeri Bbdenrinne errndglicHt 
hohere Zellausbeuten als bei . ;'j '■: 
■herkdmmlicheri SpinnergefaGen . . 



Aus^Undl&J/Bau^ 
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7 Zur Kultivierung von Ciliaten geeignete Superspinnerf lasche 




1) Kulturf lasche 

2) Ruhrwerk mit Membranmodul . 

3) Edelstahlkopfstuck mit 
Schlaucholiven 

4) Schraubkappe fur Edelstahl- • S) 
kopf stuck -V 

5) Steigrohr fur Probenentnahme ; 

6) AnschluG fur Gaszufuhr mit Xv-, 
p- filter und T-Stuck fur Bybass \ 

7) SchlauchanschluG zur Wasch- 
flasche / •, ' '* i 

8) AnschluB mit Sterilfilter fur 
Kopfraumentluftung 

: 9 j Freier Seitenstutzen der 
. Kulturflasche 

.1 0) Dichtung zwlschen Flasche • 
und Kopf stuck ; 



Ausi Fraune et aL.CycloBatch-Zellkultur im SuperSpinner, 1995, BioTec, 2, 16 
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